











































































によって DNA-PKcs のリン酸化の亢進が見られた。低栄養状態で DNA-PKcs、Akt、MST1、FoxO3a
のリン酸化が見られた。NU7026の処理または siRNAによるDNA-PKcsの発現抑制により、低栄養状態



















































あり[6]、DNA二重鎖切断 (Double strand break, DSB)を感知し、その修復経路を活性化する[7]。放射線に




DSB を感知する分子として ATM の他に DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 


































状態で LM217 において DNA-PKcs の発現量及び活性化が亢進することを報告しているが[25]、低栄養状
態における DNA-PKcs の解析を行った報告は無い。従って、低栄養状態における放射線抵抗性の分子機
序を解明するためにDNA-PKcsへの影響を評価することを本研究の最初の着眼点とした。 




















る[29,30]。またヒト胎児腎細胞株 HEK293 において Akt により MST1 のリン酸化が抑制されることで、
MST1によるFoxO3aのリン酸化及び核内移行が阻止されることが示唆されている[36]。細胞のエネルギー
センサーであるAMP-activated protein kinase (AMPK)はThr179、Ser399、Ser413、Ser555、Ser588、
Ser626残基をリン酸化しFoxO3aを活性化させる[37]。このようにFoxO3aはMST1及びAMPKに活性
化され、Aktに阻害される。AktはDNA損傷時にDNA-PKcsによりリン酸化されるが[38]、放射線照射
















































細胞株には、ヒト神経膠芽腫由来である T98G (American Type Culture Collection)を使用した。細胞
の培養及び継代には、10%ウシ胎児血清 (Fetal bovine serum、FBS) (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, 
Japan)、1%ペニシリン/ストレプトマイシン (Nacalai Tesque, Inc.)を添加したダルベッコ改変イーグル培
地 (DMEM)(Nacalai Tescue, Inc., Kyoto, Japan)を使用した。培養環境には、37℃に保温した5%CO2イ
ンキュベーターを使用した。低栄養状態の影響を評価するために、低栄養状態として 0g/L グルコース




上記の低栄養状態2時間の培養後、細胞を電気泳動用試料緩衝液 (62.5 mM Tris–HCl、pH 6.8、2%ラ
ウリル硫酸ナトリウム (SDS)、10%グリセロール、6% β-メルカプトエタノール、0.003% ブロモフェノ
ールブルー、0.0025% クリスタルバイオレット)で溶解し、100℃で5分間加温した。全細胞溶解液の蛋白
質濃度は、BCA Protein Assay Reagent (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA)により定量した。各サン
プルの全細胞溶解液を等量ずつ5–20% gradient pre-cast gel for SDS-PAGE (ATTO Technology, Inc. 
Tokyo, Japan)のそれぞれウェルに注入し、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)を行った。
セミドライ式ブロッティングにより、ゲル中の分離した蛋白を Polyvinylidene difluoride membrane 
(EMD Millipore, Bedford, MA)に転写した。転写膜を0.05%Tween 20及び5%脱脂粉乳を含有したトリス
緩衝液、または 5%ウシ血清アルブミンでブロッキングした。各蛋白質の発現量解析のために、一次抗体
として以下の抗体を使用した:Akt (pan)抗体 (#4691, CST)、DNA-PKcs 抗体 (#sc9051, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Dallas, TX)、MST1 抗体 (#3682, CST)、FoxO3a 抗体 (#12829, CST)、NDR1 
(STK38)抗体  (PAB4620, Abnova, Inc., Taiwan)、AMPKα 抗体  (#2603, CST)、monoclonal 
Anti-beta-Actin-peroxidase 抗体 (#A-3854, Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO) (β-actin)。各蛋白質
 
10 
の活性化状態の解析のために、一次抗体として以下のリン酸化抗体を使用した: Phospho-Akt (Ser473) 抗
体 (pSer473-Akt) (#9271, Cell Signaling Technology, Inc. (CST), Danvers, MA)、Phospho-DNA-PKcs 
(Ser2056)抗体  (pSer2056-DNA-PKcs) (#ab18192, Abcam PLC)、Phospho-DNA-PKcs (Thr2609)抗体 
(pThr2609-DNA-PKcs)(#ab4194, Abcam PLC)、Phospho-MST1(Thr183)抗体 (pThr183-MST1)(#3681, 
CST)、Phospho-FoxO3a (Ser413)抗体 (pSer413-FoxO3a)(#8174, CST)、Phosho-NDR1 (Ser281 and 
Thr282)抗体 (pSer281-および pThr282-NDR1) (SPC-1035D, StressMarq Biosciences, Inc., British 
Columbia)、Phospho-AMPKα (Thr172)抗体 (pThr172-AMPKα)(#2535, CST)。二次抗体としてホー
スラディッシュペルオキシダーゼ標識抗体を使用し、抗原-抗体反応物を Pierce Western Blotting 
Substrate Plus (Thermo Fisher Scientific, Inc.) によりバンドとして検出した。  
 
(3) NU7026、Akt inhibitor Ⅷによる処理 
コンフルエンス前の細胞をDimethyl sulfoxide (DMSO)に溶解したNU7026 (#N1537, Sigma-Aldrich 
Co. LLC.)もしくはAkt inhibitor Ⅷ (#sc202048, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)で処理した。コントロ
ールとして DMSO で処理した。1 時間後、それぞれの薬剤を添加したグルコース濃度 0g/L または 1g/L




(4) Small interfering RNA (siRNA) 
T98GにおけるRNA干渉には、各分子に特異的な siRNAであるDNA-PKcs (#M-005030-01)、Akt1 
(#J003000-10)、Akt2 (#J003001-09)、Akt3 (#J003002-13, Dharmacon, Inc., Lafayette, CO) を終濃度
15-25 nM で使用した。これらsiRNAの細胞への導入にはRNAiMAX reagent (Invitrogen Co., Carlsbad, 
CA)をメーカー指示書のプロトコルに従い使用した。各トランスフェクションには、シーケンス非特異的































T98G 細胞において低栄養状態の DNA-PKcs 機能を明らかにするために、低栄養状態における












































































いる[47]。また Akt Thr473 残基は DNA-PKcs にリン酸化され[48]、Akt は放射線照射により活性化され
DNA-PKcsをリン酸化する[39]。Aktを発現抑制した細胞では放射線照射によるアポトーシスが有意に増加
すること[49]、AktはDNA-PKcsとともに複合体を形成し γH2AX に標識されたDSBの部位に移動する



























Ser253 残基のリン酸化は評価しておらず、また FoxO3a により転写調節される蛋白質の発現量について
も解析していないため、低栄養状態においてFoxO3aの転写活性がどの程度変化しているかについては不
明である。今後は、同様の低栄養条件下でMST1またはAktを阻害した場合においてFoxO3aのリン酸




ないことが報告されている[37]。一方で、AMPK が FoxO3a の核内移行を促進することを示唆した報告も
あり、AMPK による FoxO3a の機能への影響は不明な点が多い[56]。本研究では、低栄養状態で FoxO3a 
Ser413残基のリン酸化が亢進し、これはDNA-PKcsに制御されることが示唆された(図4、5、9)。M059J
及びM059K細胞株において、無グルコース状態でDNA-PKcsがAMPKのリン酸化を亢進することが示
唆されている[57]。同論文では、PI3K の阻害剤であるWortmannin、そして siRNA を用いた実験におい
て、6時間から24時間の無グルコース状態でAMPKのリン酸化が減少することからDNA-PKcsのAMPK
への関与が示唆されている。しかし、本研究では低栄養状態におけるDNA-PKcsの阻害でFoxO3a Ser413
残基のリン酸化が抑制された一方で、AMPKα のリン酸化は抑制されず、低栄養状態における FoxO3a 
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NU7026 (10 µM)もしくはコントロールとしてDMSO (10 µM)で細胞を処理した。1時間後、グルコー
ス濃度 0g/Lまたはコントロールとして 1 g/L の無血清培地にそれぞれの薬剤を添加した培地で置換し、















pSer413-FoxO3 を解析した。siRNA Control(non-targeting-siRNA 導入)では Glucose+と比較して
Glucose-において、pSer2056-DNA-PKcs、pSer473-AKT、pThr183-MST1、pSer413-FoxO3 の亢進が





AKT inhibitor Ⅷ (0.2 µM)もしくはコントロールとしてDMSO (10 µM)で細胞を処理した。1時間後、
グルコース濃度 0g/Lまたはコントロールとして 1 g/L の無血清培地にそれぞれの薬剤を添加した培地で
置換し、さらに2時間培養した。培養後、蛋白質を回収し、ウエスタンブロット法によりAkt、pSer473-AKT、
MST1、pThr183-MST1、FoxO3a、pSer413-FoxO3を解析した。低栄養単独処理をAKT inhibitor Ⅷ-、

















DNA-PKcs (A)またはAkt (B)特異的 siRNA、コントロールとしてnon-targeting-siRNAを細胞に導入










NU7026 (10 µM)もしくはコントロールとしてDMSO (10 µM)で細胞を処理した。1時間後、グルコー
ス濃度 0g/Lまたはコントロールとして 1 g/L の無血清培地にそれぞれの薬剤を添加した培地で置換し、
さらに 2 時間培養した。培養後、蛋白質を回収し、ウエスタンブロット法により DNA-PKcs 、
pSer2056-DNA-Pkcs 、AMPKα、pThr172-AMPKα を解析した。NU7026-では Glucose+と比較して
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